






























































































































































y  poliinsaturados  n‐3  de  cadena  muy  larga  en  el  contenido  ruminal  tras  12  h  de 
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Tabla  7.  Producción  de  gas,  desaparición  de  materia  seca  (DMS),  digestibilidad 

















Figura  1.  Rutas  de  biohidrogenación  ruminal  del  ácido  oleico  (cis‐9  18:1)  y  del  ácido 
linoleico (cis‐9 cis‐12 18:2). Extraído de Jenkins et al. (2008). ...................................................... 8 




























































La  suplementación  de  la  dieta  de  los  rumiantes  con  lípidos  de  origen marino 
permite  aumentar  el  contenido  en  la  leche  y  la  carne  de  algunos  compuestos 
potencialmente beneficiosos para la salud, como los ácidos grasos (AG) poliinsaturados 
n‐3. Además, gracias a su capacidad para modular  la biohidrogenación  (BH)  ruminal, 
estos  suplementos  pueden mejorar  la  concentración  del  isómero  cis‐9  trans‐11  del 
ácido  linoleico conjugado (CLA) en  los productos finales. De acuerdo con  la  literatura, 
también los taninos pueden modificar de forma positiva la BH, pero se desconoce si el 
uso  combinado  de  ambos  tipos  de  compuestos  podría  dar  lugar  a  efectos  aditivos, 
sinérgicos o incluso antagónicos. 
Este  trabajo  de  tesis  de  máster  se  planteó,  por  lo  tanto,  para  investigar  los 






roble),  Uva  (que  incluía  un  2%  de  un  extracto  comercial  de  taninos  de  uva), 




de  pescado  aumentaron  notablemente  las  concentraciones  de  20:5n‐3,  22:5n‐3  y 
22:6n‐3  e  inhibieron  el  último  paso  de  la  BH,  reduciendo  la  formación  de  18:0  e 
incrementando  la  de  algunos  isómeros  trans  18:1,  pero  no  la  del  trans‐11  18:1.  La 





el  aceite  de  pescado  tampoco  causó  variaciones  en  el  perfil  de  AG más  allá  de  las 
observadas  con el  suplemento  lipídico.  Las únicas excepciones  se observaron  con el 
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tratamiento  Pescado+Uva  y  consistieron  en  una mayor  acumulación  de  cis‐11  18:1, 
atribuible  a  una  inhibición  de  su  saturación  a  18:0,  y  un  pequeño  aumento  en  la 
concentración de 17:0. En cambio, las proporciones de otros AG impares y ramificados, 
los  cuales  se  han  empleado  como  biomarcadores  microbianos,  permanecieron 
inalteradas, lo que parece sugerir que las poblaciones bacterianas del rumen se vieron 
poco afectadas por los tratamientos experimentales. 
En  cuanto  a  los  parámetros  indicativos  de  la  fermentación  ruminal,  no  se 
detectaron diferencias significativas en el pH,  las concentraciones de amoniaco, ácido 
láctico o AG volátiles, la producción de gas o la desaparición de materia seca a las 24 h. 


















Supplementation  of  ruminant  diets with marine  lipids  enables  to  increase  the 
milk and meat content of some potentially health promoting metabolites, such as n‐3 
polyunsaturated  fatty  acids  (FA).  Furthermore,  due  to  their  ability  to modulate  the 
ruminal biohydrogenation (BH), these supplements may improve the concentration of 
the cis‐9 trans‐11 conjugated  linoleic acid (CLA)  isomer  in ruminant‐derived products. 
According to the  literature, tannins also seem to be able to favourably modify the BH 
process,  although  it  is  unknown  whether  the  combined  use  of  both  types  of 
compounds might result in additive, synergistic or even antagonistic effects. 
This  master  thesis  was  therefore  proposed  to  investigate  the  impact  of  diet 
supplementation  with  fish  oil  and  tannins  on  the  ruminal  BH,  as  well  as  on  the 
fermentation  (with a view on  their possible practical application). To  this end, an  in 
vitro  assay  using  batch  cultures  of  rumen  microorganisms  and  the  gas  production 
technique was carried out and the following treatments were evaluated: Control, Fish 
(containing 1%  fish oil), Oak  (containing 2% of a commercial extract of oak  tannins), 
Grape  (containing  2%  of  a  commercial  extract  of  grape  tannins),  Fish+Oak  and 
Fish+Grape  (combinations  of  previous  treatments).  Cannulated  sheep were  used  as 
donors of rumen inocula for the incubations. 
The  lipid  profile  analysis  revealed  that  fish  oil‐supplemented  diets  increased 
considerably the concentrations of 20:5n‐3, 22:5n‐3 and 22:6n‐3 and inhibited the last 
step of  ruminal BH,  reducing  the  formation of 18:0  and enhancing  some  trans 18:1 
isomers,  but  not  trans‐11  18:1.  A  greater  concentration  of  trans‐11  trans‐15  18:2 













Regarding  the  rumen  fermentation parameters, no  significant differences were 
detected  in  the  pH,  ammonia,  lactic  acid  or  volatile  FA  concentrations,  the  gas 
production or the dry matter disappearance at 24h. Only the in vitro true digestibility 
and  the  molar  proportion  of  isoacids  showed  a  trend  to  be  lower  with  some 
treatments (i.e., with oak  in the former case and with the combination of fish oil and 
tannins  in  both).  Hence,  ruminal  fermentation  would  not  have  been  substantially 
impaired by the studied supplements.  
Overall,  the  results  obtained  in  this  work  do  not  allow  to  recommend  the 
combined  use  of  fish  oil  and  tannin  extracts  as  an  effective  nutritional  strategy  to 











La supplémentation du  régime des  ruminants avec des  lipides d’origine marine 




l’acide  linoléique  conjugué  (CLA)  dans  les  produits  finals.  Selon  la  littérature,  les 
tannins peuvent aussi modifier de manière positive  la BH, mais  il n’est pas  connu  si 












Selon  les  analyses  du  profil  lipidique,  les  régimes  supplémentés  en  huile  de 




aussi  inhiber  des  étapes  précédentes  de  la  BH,  bien  que  ceci  n’affecta  pas 
l’accumulation des isomère du CLA. 
Par contre, dans les conditions étudiées, l’administration de tannins de chêne et 
de  raisin  n’a  pas  eu  des  effets  significatifs  sur  la  BH  ruminale  et  leur  utilisation 
combinée avec de  l’huile de poisson n’entraîna pas des variations du profil en AG au‐
delà de celles observées avec  le  supplément  lipidique. Les  seules exceptions qui ont 





et  ramifiés,  lesquels  ont  été  employés  comme  biomarqueurs microbiens,  restèrent 
inaltérées,  ce  qui  suggère  que  les  populations  bactériennes  du  rumen  étaient  peu 
affectées par les traitements expérimentaux. 
En  ce  qui  concerne  les  paramètres  indicatifs  de  la  fermentation  ruminale,  les 
résultats  n’ont  pas  révélé  de  différences  significatives  au  niveau  du  pH,  des 
concentrations d’ammoniac, d’acide  lactique ou des AG volatils, de  la production de 
gaz  ou  de  la  disparition  de  matière  sèche  à  24  h.  Seulement  la  digestibilité  vraie 
mesurée  in  vitro  et  la  proportion  molaire  d’isoacides  montrèrent  une  tendance  à 
diminuer avec quelques traitements (c.à.d., avec du Chêne dans le premier cas et avec 
des  combinaisons  d’huile  de  poisson  et  des  tannins  dans  les  deux  cas).  En 
conséquence,  les  suppléments étudiés n’ont pas eu d'effets négatifs notables  sur  la 
fermentation ruminale.  
En conclusion,  les résultats de cette thèse ne permettent pas de recommander 
l’utilisation  conjointe  d'huile  de  poisson  et  d'extraits  de  tannins  comme  stratégie 




















beneficiosas de  los ácidos grasos  (AG) omega‐3 de  cadena muy  larga  sobre  la  salud 
humana.  Entre  estos  AG  destacan  el  ácido  docosahexaenoico  (DHA;  22:6n‐3),  el 
docosapentaenoico  (DPA; 22:5n‐3) o el eicosapentaenoico  (EPA; 20:5n‐3),  los  cuales 
parecen esenciales para el desarrollo neuronal del  feto y del recién nacido, así como 
para  mantener  adecuadamente  las  funciones  neurológicas  y  cognoscitivas  en  los 
adultos  (Simopoulos,  2009).  Por  ello,  hay  un  elevado  interés  por  aumentar  su 
contenido en la dieta de los humanos (Lock y Bauman, 2004). 
Estos  ácidos  grasos  se  encuentran  fundamentalmente  en  alimentos  de  origen 
marino  (especialmente en el pescado azul) y  su  contenido en  la  leche o  la  carne de 
rumiantes es bastante bajo, aunque puede incrementarse mediante la suplementación 
de  las raciones de estos animales con  lípidos marinos  (e. g., con aceite de pescado o 
microalgas marinas). Dado el  interés  final de esta posibilidad  (es decir, el  interés de 
aumentar la concentración de AG n‐3 de cadena muy larga en determinados alimentos 




No obstante, es  importante  señalar que el principal  interés de  suplementar  la 
dieta de los animales rumiantes con lípidos de origen marino no radicaría en aumentar 
el contenido de estos AG n‐3 de cadena muy  larga en  los productos  finales  (carne o 





vez,  este  es  el  isómero  más  abundante  del  ácido  linoleico  conjugado  (CLA)  y  el 
responsable de los efectos potencialmente beneficiosos para  la salud de  los humanos 




Por  lo tanto, tratar de  inhibir el último paso de  la BH para conseguir una mayor 
acumulación de VA en el rumen y, posteriormente, de CLA en la leche o la carne, es un 
objetivo de  interés  incuestionable en el campo de  la nutrición animal para mejorar  la 
calidad nutricional de los productos derivados de los rumiantes. 
De acuerdo con la información publicada, además de los AG n‐3 de cadena muy 
larga,  también  los  taninos  parecen  ser  capaces  de  inhibir  el  último  paso  de  la  BH 





Por  lo  tanto, aunque  los objetivos específicos de este  trabajo se definen en un 
capítulo posterior, cabría señalar aquí, para cerrar este apartado, que este estudio se 
llevó  a  cabo para evaluar  la  capacidad de dos  tipos de  compuestos  completamente 
diferentes  (los  AG  n‐3  de  cadena  muy  larga  y  los  taninos)  para  modular  la 
biohidrogenación ruminal de  los ácidos grasos  insaturados de  la dieta y conseguir así 





























los  suplementos  lipídicos  (e.  g.,  las  semillas  oleaginosas  y  los  aceites;  Harfoot  y 
Hazlewood, 1997; Jenkins et al., 2008). El proceso de  lipólisis consiste en  la acción de 
lipasas presentes en el rumen sobre los enlaces éster que unen los AG y los alcoholes, 
que  al  ser  hidrolizados  liberan  los  AG  libres  al medio  (Lourenço  et  al.,  2010).  Este 
proceso  se  lleva  a  cabo  fundamentalmente  por  las  lipasas  microbianas,  aunque 
también  existe  cierta  actividad  lipolítica  en  el  propio material  vegetal  (Shingfield  y 
Wallace, 2014). Dentro de comunidad microbiana ruminal, las bacterias se consideran 
las principales responsables de  la  lipólisis  (Harfoot y Hazlewood, 1997;  Jenkins et al., 
2008). 
1.2. Biohidrogenación 
Como  se  ha  mencionado  anteriormente,  el  proceso  de  BH  constituye  un 
mecanismo de destoxificación que ha sido desarrollado por algunos microrganismos en 



































































































































































































Además de  las  rutas de BH principales, en  la Figura 2  se muestran algunas de 
estas vías metabólicas alternativas en el proceso de BH de los ácidos oleico y linoleico. 
Entre ellas, destaca la que lleva a la formación de trans‐10 cis‐12 CLA y trans‐10 18:1, 
que son de gran  interés por su posible  impacto sobre el rendimiento productivo y  la 







de  los  AG  insaturados  sobre  el  crecimiento  microbiano  (ver  la  revisión  de  Castro‐
Carrera,  2014).  Al  igual  que  en  el  caso  de  la  BH,  todavía  existe  un  elevado 
desconocimiento  de  las  bacterias  potencialmente  implicadas  en  este  proceso,  cuya 
acción  da  lugar  a  cetoácidos  como  productos  finales  (e.  g.,  10‐oxo‐18:0;  Figura  2; 
Jenkins  et  al.,  2008).  Aunque  la  formación  de  este  tipo  de metabolitos  podría  ser 
deseable para el consumidor por la posible actividad antitumoral y antiinflamatoria de 
algunos de ellos, también se han asociado con alteraciones del medio ruminal y con el 















































la  ración  ejerce  un  fuerte  impacto  sobre  el  metabolismo  lipídico  en  el  rumen 
(Shingfield et al., 2003; Toral et al., 2012). A su vez, algunos estudios han señalado que 
la adición de  taninos a  la dieta  también puede modificar  la BH  ruminal, aunque aún 
son muy escasos los trabajos al respecto (Vasta et al., 2009a; Carreño et al., 2015). 
2.1. Suplementación con lípidos de origen marino 
Los  productos  derivados  de  los  rumiantes  son  fuentes  pobres  de  AG 
poliinsaturados n‐3 de cadena muy  larga (como el 20:5n‐3 y el 22:6n‐3) para  la dieta 
humana. Por ello, un buen número de estudios han intentado enriquecer el contenido 
de  estos  AG mediante  la  inclusión  de  lípidos  de  origen marino  en  la  ración  de  los 
rumiantes (e. g., aceite de pescado o microalgas marinas; Whitlock et al., 2002; Toral 
et al., 2010a; Tsiplakou y Zervas, 2013).  
No  obstante,  aunque  los  lípidos  marinos  son  ricos  en  20:5n‐3  y  22:6n‐3,  la 
eficiencia de  la  transferencia de estos AG desde  la dieta a  la  leche es  relativamente 
limitada y generalmente más baja en las vacas (aprox. 2‐5%) que en las ovejas (hasta el 




aplicación de procesos tecnológicos  tales como  la  formación de  jabones cálcicos o  la 




En cualquier caso,  la  investigación sobre  la adición de aceites marinos a  la dieta 
se  ha  dirigido  de  forma  más  frecuente  hacia  su  uso  como  moduladores  de  la  BH 
ruminal, con el objetivo final de mejorar el contenido de ácido ruménico (cis‐9 trans‐11 
CLA) en la leche y la carne. De hecho, se ha visto que, ante un mismo nivel de inclusión 









El  efecto  inhibidor  del  aceite  de  pescado  y  de  las  microalgas  sobre  la 






que  la  suplementación  de  la  dieta  con  aceite  de  pescado  provoca  un  incremento 
rápido  de  la  concentración  de  trans‐11  18:1  en  la  grasa  de  la  leche  pero  que  este 
puede  decaer  a  continuación  coincidiendo  con  un  aumento  del  trans‐10  18:1 
(Shingfield  et  al.,  2006;  Boeckaert  et  al.,  2008a).  Sin  embargo,  parece  que  estos 
cambios  son de menor entidad en el caso del ovino  lechero, al  ser menos propenso 
que el vacuno al cambio de  las rutas de BH que conducen a  la formación de trans‐10 
18:1. En  todo caso, algunos experimentos han mostrado que, en ovejas alimentadas 
con  dietas  ricas  en  alimentos  concentrados  más  lípidos  marinos,  el  porcentaje  de 
trans‐10 18:1 en  la  leche puede  llegar a alcanzar niveles similares al de trans‐11 18:1 
(Toral  et  al.,  2010a).  En  estos  casos,  la  acumulación  ruminal  de  10‐oxo‐18:0  es 
Revisión bibliográfica 
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especialmente  importante,  observándose  valores  superiores  al  3%  del  total  de  AG 
(Toral et al., 2010c, 2012). 




cis‐15 18:2,  trans‐12 cis‐15 18:2 y  trans‐11  trans‐15 18:2  (Shingfield et al., 2003; Or‐
Rashid  et  al.,  2008;  Toral  et  al.,  2012).  Esto  indica  que  los  lípidos marinos  también 
podrían  inhibir otros pasos previos de  la BH ruminal. Sin embargo,  la suplementación 
con estos aceites no suele tener efectos sobre  la concentración de cis‐9 trans‐11 CLA 
en  el  contenido  digestivo  del  rumen  (Or‐Rashid  et  al.,  2008;  Toral  et  al.,  2010c). 
Tampoco  se  ha  observado,  por  lo  general,  que  los  lípidos  marinos  favorezcan  la 
formación  ruminal  de  trans‐10  cis‐12  CLA,  que  constituye  el  único  AG  con  efecto 
antilipogénico confirmado  (Shingfield y Griinari, 2007). Este último  resultado es muy 
llamativo,  pues  el  trans‐10  cis‐12  CLA  se  considera  el  principal  responsable  de  la 
depresión de la grasa de la leche en vacas alimentadas con dietas ricas en concentrado 
y aceites vegetales (Harvatine et al., 2009). Por lo tanto, es probable que o bien otros 
metabolitos  intermedios  de  la  BH  no  identificados  o  bien  otros mecanismos  estén 














A causa de esta  toxicidad sobre  la microbiota  ruminal, en  las décadas pasadas, 
una de las mayores preocupaciones de los nutricionistas de rumiantes respecto al uso 
de raciones ricas en  lípidos era su posible efecto negativo sobre  la digestión ruminal. 
Aunque  algunos  estudios  parecían  indicar  que  la  inclusión  de  lípidos marinos  en  la 
dieta podía  reducir  la producción de  ácidos  grasos  volátiles  (AGV)  en  el  rumen  y  la 




bajo  como  para  perturbar  significativamente  la  fermentación  ruminal  (Kucuk  et  al., 
2004;  Toral  et  al.,  2010c).  Es  este  sentido,  por  ejemplo,  a  pesar  de  que  la 
suplementación con aceite de pescado puede reducir la ingestión de materia seca (MS; 
Shingfield et al., 2006; Toral et al., 2010a), esto parece deberse más bien al aumento 
del  flujo  de  AG  insaturados  al  duodeno  que  a  la  supuesta  reducción  de  la 
degradabilidad de la fibra en el rumen (Shingfield et al., 2003; Kim et al., 2008). 
2.2. Suplementación con extractos de taninos 
Los  taninos  son  un  grupo  muy  complejo  de  compuestos  secundarios  de  las 
plantas que se encuentran en numerosas especies que pueden ser consumidas por los 
rumiantes.  Aunque  los  taninos  son  sustancias  que  no  están  bien  definidas 
químicamente, se consideran como tal aquellos compuestos fenólicos con una elevada 




un  glúcido,  cuyos  grupos hidroxilo  se  encuentran  esterificados  con  ácidos  fenólicos, 
tales  como  el  ácido  gálico  o  su  dímero  el  ácido  elágico.  Por  su  parte,  los  llamados 
taninos condensados (o proantocianidinas), son polímeros de hidroxiflavonoles (Figura 
3).  Los  TC  están mucho más distribuidos  en  la  naturaleza que  los hidrolizables  y  se 
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BH,  sino  que,  quizás,  el  tipo  o  la  dosis  elegidos  no  fueran  los más  adecuados  para 
conseguir el efecto deseado. A este respecto, la comparación directa de los efectos de 
cuatro  extractos  comerciales  de  taninos  (dos  condensados:  quebracho  y  uva;  y  dos 
hidrolizables: castaño y roble) a cuatro dosis diferentes (2, 4, 6 y 8% de la MS) sobre la 
composición  lipídica  del  contenido  ruminal,  mostró  que,  aunque  todos  los  taninos 
estudiados eran en mayor o menor medida  capaces de modular  la BH de  los AG, el 






etc.,  podrían  explicar  las  grandes  variaciones  en  su  habilidad  para  unirse  a  otras 
moléculas o actuar sobre los microorganismos, de ahí las diferencias en su reactividad, 
incluyendo los efectos relacionados con la BH ruminal. En este sentido, por ejemplo, la 
inclusión de un extracto de TC de acacia  (Acacia mearnsii; 7,9% de  la MS)  inhibió  la 
hidrogenación  in  vitro del  trans‐11 18:1  a 18:0, mientras que  la misma  cantidad de 
taninos de esparceta  (Onobrychis viciifolia) disminuyó  la BH de  los ácidos  linoleico y 
linolénico sin afectar al último paso de la BH ruminal (Khiaosa‐ard et al., 2009).  
En  cuanto  a  la  dosis,  parece  que  la  actividad  degradativa  de  los 
microorganismos  ruminales  se  reduce  más  cuando  la  concentración  de  taninos  es 
elevada,  lo  que  podría  afectar  negativamente  al  rendimiento  productivo  de  los 
animales  (Aerts  et  al.,  1999).  Además,  debido  a  su  coste  económico,  solo  las  dosis 
bajas  o  moderadas  de  extractos  de  taninos  podrían  tener  un  interés  real  en 
alimentación animal. Por ello, aunque se ha observado que  la utilización de extractos 
de taninos a dosis altas (hasta el 16% de la MS; Vasta et al., 2009a) podría modificar de 
forma positiva  la BH  ruminal,  su aplicación en condiciones prácticas de alimentación 
parece poco probable.  
En  cualquier  caso,  e  independientemente  de  su  posible  aplicación  práctica, 
tampoco  todos  los  estudios  apuntan  claramente  hacia  una mayor  capacidad  de  las 
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dosis más  altas  de  taninos  para modular  la  BH  ruminal,  sugiriendo  la  existencia  de 
interacciones  entre  los  efectos  del  tipo  de  extracto  y  la  dosis.  Por  ejemplo,  en  el 
trabajo de Carreño et al. (2015), se observó que solo las dosis más altas de taninos (6 y 
8% de  la MS) favorecían  la acumulación de cis‐9 trans‐11 CLA, mientras que  las dosis 
de  2,  4  y  6%  permitían  aumentar  la  concentración  de  AG  poliinsaturados  totales, 
18:2n‐6  y 18:3n‐3. Por  su parte,  solo  la utilización de quebracho  al 8% disminuía  la 
proporción de 18:0 en el contenido  ruminal. De  forma  similar, Buccioni et al.  (2011) 
observaron  que  el  efecto  de  los  taninos  sobre  el  proceso  de  BH  in  vitro  era,  en 
ocasiones,  más  marcado  con  una  dosis  más  baja  (4,9  vs.  8,2%  MS).  Por  ello,  se 























compuestos  para modificar  la  BH  ruminal,  este  objetivo  es  estrictamente  necesario 
para asegurar que no se afecta negativamente un aspecto  (la  fermentación  ruminal) 
que es determinante de  la utilización digestiva de  la dieta y, consecuentemente, del 
rendimiento productivo de los animales. 
Para  lograr estos objetivos, se  llevó a cabo un ensayo  in vitro mediante cultivos 
discontinuos  de microorganismos  ruminales  y  la  técnica  de  producción  de  gas  y  se 
evaluaron los siguientes tratamientos: Control, Roble (que incluía un 2% de un extracto 
comercial de  taninos de  roble), Uva  (que  incluía un 2% de un extracto  comercial de 




Como  donantes  del  inóculo  ruminal  para  las  incubaciones  se  utilizaron  ovejas 
canuladas en el  rumen que  fueron alimentadas  con una dieta  cuya composición era 
muy similar a la de la dieta utilizada como sustrato en los cultivos. 
Los análisis abarcaron la determinación de la composición de ácidos grasos en el 
contenido  ruminal,  aspecto  clave  del  estudio,  con  especial  atención  a  aquellos  de 
mayor interés (e. g., 18:0, trans‐10 y trans‐11 18:1, cis‐9 trans‐11 CLA, 18:2n‐6, 20:5n‐














Todos  los  procedimientos  experimentales  se  llevaron  a  cabo  en  la  Nave  de 
Experimentación de Rumiantes del Instituto de Ganadería de Montaña (IGM) y fueron 






en  una  sola  toma  diaria  (aprox.  a  las  9.00  h),  37  g  MS/kg  PV0,75  (aprox.  1 
mantenimiento;  INRA, 2007) de una dieta  completa mezclada  (TMR)  constituida por 
heno de alfalfa, maíz y cebada en grano, torta de soja, pulpa y melaza de remolacha y 
vitaminas  y minerales  (ver Tabla 1). Cuando una oveja dejaba  algún pequeño  resto, 
este se le introducía a través de la cánula alrededor de las 19.00 h. 





















Como sustrato para  las  incubaciones se utilizó una TMR 50:50 muy similar a  la 
que se había administrado previamente a  las ovejas donantes de  los  inóculos, cuyos 
ingredientes se detallan en la Tabla 1. Esta fue secada en una estufa de aire forzado (P‐







 Pescado+Roble  (combinación  de  los  tratamientos  previos  con  aceite  de 
pescado y taninos de roble) 
 Uva (que incluía un 2% de un extracto comercial de taninos de uva) 






3.  CULTIVOS  DISCONTINUOS  DE  MICROORGANISMOS  RUMINALES  Y  TÉCNICA  DE 
PRODUCCIÓN DE GAS 
Para  este  estudio,  se  realizaron  3  incubaciones  in  vitro  en  3  días  diferentes 
utilizando la técnica de producción de gas y cultivos discontinuos de microorganismos 
ruminales (Williams, 2000; Hervás et al., 2005). 
Un  primer  set  de  botellas  (45  en  total)  se  utilizó  para  el  estudio  de  los 
parámetros  de  la  fermentación  ruminal  [(3  tandas  ×  6  tratamientos  ×  2 
botellas/tratamiento) + (3 tandas × 1 blanco × 2 botellas/blanco) + (3 tandas × 1 botella 
de  “tiempo  0”)].  Además,  para  estudiar  la  biohidrogenación  ruminal  de  los  ácidos 
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grasos  se utilizó un  segundo  set de otras 36 botellas  (3  tandas × 6  tratamientos × 1 
botella/tratamiento × 2 tiempos). 


































Resazurina  (g)   0,01 



















(especialmente ácido  linoleico) sobre  los que realizar  los estudios acerca de  la acción 




En cada una de  las botellas de  incubación  (125 ml), en  las que previamente se 
habían pesado 500 mg de  la TMR empleada como  sustrato,  se adicionó el aceite de 









cada  botella  con  una  aguja  de  0,6  mm  de  diámetro  (Sterican  B.  Braun,  España) 
conectada  al  transductor.  Tras  cada  medida,  se  permitió  la  salida  de  todo  el  gas 
acumulado  en  las  botellas;  luego  estas  se  agitaron  y  se  volvieron  a  depositar  en  el 
incubador hasta la próxima lectura. 
Los valores de presión se corrigieron tanto para la cantidad de materia orgánica 
(MO)  incubada como para  la producción de gas de  los blancos y a partir de ellos  se 
estimó el volumen de gas producido. Para ello,  se utilizó una ecuación de  regresión 





para  detener  la  fermentación.  Inmediatamente  después, se  midió  el  pH  (Crison 
Instruments GLP‐22, España),  se  tomaron 10 ml de  líquido  y  se  centrifugaron  (3000 
rpm, 10 min, 4 ºC; Eppendorf 5415C, España). Del sobrenadante de cada muestra, se 




como  patrón  interno  (4  g/l).  Todas  las muestras  se mantuvieron  a  ‐30  ºC  hasta  el 
momento de los análisis. 
El resto del contenido de cada botella se filtró utilizando crisoles de porosidad 1 
(100‐160 µm;  Pyrex, Reino Unido),  una  bomba  de  vacío  (KNF Neuberger VDE  0530, 
Alemania) y un baño de ultrasonidos  (P‐Selecta, España)  cuando  fue necesario. Para 
estimar la desaparición de materia seca (DMS), los crisoles se secaron en una estufa de 




En  las botellas destinadas a estudiar  la biohidrogenación  ruminal de  los ácidos 
grasos, el proceso fue muy similar, de modo que estas se sumergieron en agua y hielo 
picado a las 0 y 12 horas post‐incubación para detener la fermentación (o impedirla, en 
el  caso  de  las  botellas  de  la  hora  0).  A  continuación  se  congelaron  a  ‐80  ºC  y, 




El análisis químico  convencional de  los alimentos  se  realizó en  los  laboratorios 
del  Dpto.  de  Nutrición  y  Producción  de  Herbívoros  del  IGM,  los  cuales  están 





aire  forzado  (P  Selecta,  España)  a  103  ºC  hasta  peso  constante  (ISO  6496:1999). 
Posteriormente,  la muestra  seca  se quemó en un horno‐mufla  (Hobersal 12‐PR/400, 
España)  a  550  ºC  durante  6  horas  para  determinar  el  contenido  de  cenizas  (ISO 
5984:2002). 
Los contenidos de fibra neutro detergente (FND) y fibra ácido detergente (FAD) 
se  determinaron  secuencialmente  en  un  analizador  Ankom2000  (Ankom  Technology 
Corp., Estados Unidos), de acuerdo con  la metodología descrita por Van Soest et al. 
(1991) y las adaptaciones realizadas por Ankom (https://ankom.com).  
Los  análisis  de  nitrógeno  (N)  se  realizaron  en  un  autoanalizador  Kjeltec  (Foss 
KjeltecTM 2400, Suecia) con sulfato potásico y sulfato cúprico como catalizadores (ISO 





La  concentración  de  AGV  (acético,  propiónico,  butírico,  valérico,  caproico, 
isobutírico e isovalérico) se analizó por cromatografía de gases (Carro et al., 1999) en el 
Departamento de Producción Animal de la Universidad de León. 
Los análisis de  lactato se  llevaron a cabo siguiendo  la metodología descrita por 
Taylor (1996). La concentración del ácido láctico se estimó por colorimetría a partir de 
una  curva  patrón  realizada  con  una  solución  de  ácido  L(+)‐láctico  (Sigma‐Aldrich, 
Alemania). 
Los  análisis  de  amoniaco  se  realizaron  por  colorimetría  de  acuerdo  con  el 










mediante  el  procedimiento  de  extracción‐transesterificación  con  cloroformo  y  ácido 
sulfúrico mezclado con metanol. Para la cuantificación del contenido de ácidos grasos, 
se  utilizó  cis‐12  13:1  (Larodan  Fine  Chemicals,  Suecia)  como  estándar  interno.  Los 
lípidos  de  200 mg  de muestra  liofilizada  se  extrajeron  con  4 ml  de  una mezcla  de 
hexano:2‐propanol  (3:2,  v/v),  tras  ajustar  el  pH  de  la  digesta  a  2  con  HCl  2  M. 
Posteriormente,  el  extracto  orgánico  se  evaporó  bajo  corriente  de  N  a  50  ºC.  A 














temperatura descrito en  Shingfield et  al.  (2003). En el  caso de  los  isómeros 18:1  se 
realizó otro análisis en  condiciones  isotermas a 170 ºC para mejorar  la  separación y 
posterior identificación de los picos (Shingfield et al., 2003).  




Inc.,  Estados  Unidos;  Sigma‐Aldrich,  Alemania)  y  por  comparación  con  muestras 
verificadas previamente mediante cromatografía de gases y espectrometría de masas 
(GC‐MS) de los derivados 4,4‐dimetiloxazolínicos (DMOX; e. g., Toral et al., 2010c). 























Se admitieron  como diferencias estadísticamente  significativas aquellas  con un 













dieta  rica  en  alimentos  concentrados  formulada  para  animales  en  lactación,  los 
contenidos de proteína bruta  fueron altos  (189 g/kg MS). La concentración media de 
FND, FAD y extracto etéreo fue de 274, 179 y 26 g/kg MS. 









Tal  y  como  se muestra  en  la  Tabla  4,  el  principal  AG  de  la  TMR  fue  el  ácido 
linoleico,  que  representó  casi  un  tercio  del  total,  seguido  por  los  ácidos  palmítico, 
linolénico  y  oleico  (22,  21  y  12%  de  los  AG  totales,  respectivamente).  El  aceite  de 
girasol fue especialmente rico en 18:2n‐6 (61%) y cis‐9 18:1 (25%), mientras que el de 
pescado  mostró  una  composición  más  compleja.  Entre  los  principales  AG  de  este 






18:0  en  el  contenido  digestivo,  junto  a  un  marcado  aumento  de  las  de  algunos 
isómeros  trans 18:1  (P<0,05; Tabla 5),  lo que apoya  los  resultados de otros estudios 
que  indican que  los  aceites de origen marino  inhiben de  forma  específica  el último 
paso de  la BH ruminal (AbuGhazaleh y Jenkins, 2004; Toral et al., 2012). No obstante, 






  TMR  Ac. girasol1  Ac. pescado2 
14:0  1,8  0,1  3,3 
16:0  22,2  6,5  19,4 
18:0  4,7  3,9  5,7 
cis‐9 18:1  11,8  24,8  16,3 
cis‐11 18:1  1,0  1,6  3,1 
cis‐9 cis‐12 18:2  31,8  61,3  2,1 
cis‐9 cis‐12 cis‐15 18:3  21,4  <0,1  0,8 
20:5n‐3  n.d.3  n.d.  6,0 
22:5n‐3  n.d.  n.d.  1,5 




acumulación  de  isómeros  trans  18:1 minoritarios  (trans‐9,  ‐10  y  ‐12  18:1),  sin  que 
hubiera  cambios  significativos  en  la  de  trans‐11  18:1,  el  metabolito  18:1  más 
abundante en el contenido digestivo  ruminal  (P>0,10; Figura 4). También se observó 
un aumento del isómero trans‐11 trans‐15 18:2, que sugiere que el aceite de pescado 




estos últimos se ha observado que  la suplementación de  la dieta con  lípidos marinos 
provoca un gran incremento inicial de la concentración de trans‐11 18:1 en la grasa de 
la  leche, que parece decaer  a  continuación  coincidiendo  con  aumentos del  trans‐10 
18:1.  Las  razones  que  explicarían  las  diferencias  entre  los  cambios  en  el  perfil 
isomérico de  los  trans 18:1 en esta prueba y en dichos experimentos  in vivo no  son 
evidentes, aunque es posible que algunas variaciones en la BH ruminal en respuesta al 
uso  de  aceites  marinos  tengan  lugar  tras  periodos  de  tiempo  más  largos  (i.  e., 
superiores a  las horas de  incubación). No obstante, resultados previos de estudios  in 







  Control  Pescado  Roble  Pescado+Roble Uva  Pescado+Uva  eed1  P2 
18:0  18,62a  14,49c  16,94ab  15,30bc  16,82ab  15,52bc  0,971  * 
10‐oxo‐18:0  0,06  0,12  0,07  0,10  0,07  0,11  0,024  ns 
cis‐9 18:1  2,46  2,58  2,43  2,98  2,58  3,16  0,356  ns 
cis‐11 18:1  0,52b  0,68a  0,54b  0,71a  0,56b  0,76a  0,053  ** 
trans‐9 18:1  0,15b  0,31a  0,13b  0,28a  0,15b  0,32a  0,035  *** 
trans‐10 18:1  0,21b  0,44a  0,22b  0,40a  0,26b  0,44a  0,068  ** 
trans‐11 18:1  3,82  4,38  4,13  4,20  4,28  4,73  0,531  ns 
trans‐12 18:1  0,32b  0,57a  0,31b  0,54a  0,34b  0,61a  0,056  *** 
cis‐9 cis‐12 18:2  1,99  1,77  1,41  2,23  1,64  2,04  0,471  ns 
cis‐9 trans‐11 CLA3  0,18  0,15  0,34  0,18  0,29  0,30  0,125  ns 
trans‐9 cis‐11 CLA  0,05  0,05  0,07  0,06  0,06  0,06  0,011  ns 
trans‐10 cis‐12 CLA  0,07  0,07  0,09  0,07  0,09  0,11  0,022  ns 
trans‐11 cis‐15 18:2  0,08  0,16  0,13  0,12  0,13  0,16  0,031  ns 
trans‐11 trans‐15 18:2  0,16c  0,19ab  0,17c  0,21a  0,17bc  0,20ab  0,013  ** 




















































































































































































Tal  y  como  cabía  esperar,  la  concentración  de  AG  18:2  conjugados  en  el 
contenido digestivo  fue  relativamente baja en el caso de  la dieta control y no se vio 
alterada por la inclusión de aceite de pescado (P>0,10), lo cual coincide con resultados 
previos en ovejas y vacas que  recibían  lípidos marinos  (Lee et al., 2008; Toral et al., 
2010c). En este sentido, se sabe que los grandes aumentos de la concentración de cis‐9 
trans‐11  CLA  en  la  leche  asociados  a  este  tipo  de  estrategia  nutricional  están más 





al.,  2010c),  cuyo  efecto  antilipogénico  no  parece,  por  lo  tanto,  relacionado  con  la 
depresión de  la grasa de  la  leche con el uso de  lípidos marinos  (Shingfield y Griinari, 
2007; Toral et al., 2010a). Tampoco hubo cambios en  la concentración de trans‐9 cis‐
11 CLA (P>0,10), otro de los isómeros del CLA con posible efecto inhibidor de la síntesis 
de  grasa,  lo  que  apoyaría  la  hipótesis  de  la  implicación  de  otros  metabolitos 
intermedios  de  la  BH  en  el  síndrome  de  baja  grasa  en  la  leche  en  respuesta  a  la 
alimentación con aceites marinos  (Toral et al., 2010a; Kairenius et al., 2015). Uno de 
estos  posibles  candidatos  es  el  10‐oxo‐18:0,  producto  de  la  hidratación  y  posterior 
oxidación de  los AG  insaturados en el  rumen  (Jenkins et al., 2008). Aunque algunos 
estudios han mostrado grandes aumentos de su concentración ruminal con dietas ricas 
en  AG  poliinsaturados  n‐3  de  cadena  muy  larga  (Toral  et  al.,  2010c,  2012),  en  el 
presente  experimento  no  se  observaron  cambios  significativos  con  los  tratamientos 
que contenían aceite de pescado (P>0,10). 
Respecto al empleo de extractos de  taninos en  la dieta de  rumiantes, algunos 
trabajos  in  vitro  habían  señalado  un  efecto  similar  al  de  los  lípidos  marinos  y  la 
consiguiente  acumulación  ruminal  de  ácido  vaccénico  en  detrimento  del  esteárico 
(Khiaosa‐ard et al., 2009; Vasta et al., 2009a). Sin embargo, otros habían detectado una 
inhibición más general del proceso de BH, que conducía a  la acumulación de  los AG 
insaturados  procedentes  de  la  dieta,  sin  que  hubiera  un  efecto  específico  sobre 







de  los  trans 18:1 ni  favorecer  la  acumulación de 18:2n‐6 o 18:3n‐3 en el  contenido 
digestivo  (P>0,10;  Figura  4).  Esto  fue  totalmente  inesperado  ya  que,  en  un  trabajo 




esta  discrepancia.  En  todo  caso,  dado  que  el  efecto  de  los  taninos  estaría 
probablemente mediado  por  cambios  en  la microbiota  ruminal  (Vasta  et  al.,  2010; 
Carreño et al., 2015), podría especularse que sea debida a diferencias individuales que 



















Tabla 6. Concentraciones  (mg/g MS) de diversos ácidos grasos  (AG)  ramificados,  impares y poliinsaturados n‐3 de  cadena muy  larga en el 
contenido ruminal tras 12 h de incubación con aceite de pescado, taninos o ambos. 
  Control  Pescado  Roble  Pescado+Roble Uva  Pescado+Uva  eed1  P2 
15:0  0,24  0,25  0,25  0,26  0,25  0,30  0,031  ns 
15:0 iso  0,05  0,05  0,06  0,05  0,06  0,07  0,015  ns 
15:0 anteiso  0,11  0,12  0,14  0,11  0,14  0,16  0,034  ns 
17:0  0,25b  0,24b  0,24b  0,26ab  0,24b  0,28a  0,013  * 
17:0 anteiso  0,09  0,11  0,12  0,11  0,12  0,14  0,024  ns 
suma AG impares  0,72  0,76  0,74  0,75  0,72  0,83  0,074  ns 
suma AG ramificados  0,53  0,60  0,63  0,60  0,63  0,74  0,118  ns 
20:5n‐3  <0,01b  0,09a  <0,01b  0,10a  <0,01b  0,08a  0,023  *** 
22:5n‐3  <0,01c  0,03b  <0,01c  0,04a  <0,01c  0,04a  0,004  *** 






en el  tratamiento Pescado+Uva. Ello  coincide  con  lo observado por otros autores al 
administrar  extractos  de  taninos  (Khiaosa‐ard  et  al.,  2009;  Buccioni  et  al.,  2011)  y 
podría deberse a una inhibición en la hidrogenación ruminal de este isómero 18:1, que 
parece tener lugar por la acción de las bacterias implicadas en la saturación de los AG 
trans‐18:1  (Jenkins  et  al.,  2008).  Aunque  se  cree  que  el  número  de  poblaciones 
bacterianas  capaces de  llevar a  cabo este último paso de  la BH podría  ser  reducido 
(Jenkins  et  al.,  2008;  Lourenço  et  al.,  2010),  se  desconoce  aún  si,  dentro  de  estas, 
existe  algún  tipo  de  especificidad  en  el  tipo  de  isómeros  que  serían  capaces  de 
transformar en 18:0. De ser así, quizás explicaría el aumento de  la concentración de 
cis‐11  18:1  en  ausencia  de  cambios  en  otros metabolitos  18:1.  La  composición  del 








Aunque  actualmente  ya  se  sabe  que  el  efecto  de  los  taninos  sobre  la 
fermentación  ruminal depende de  su  tipo  y de  la dosis utilizada  (Aerts et  al., 1999; 
Frutos et al., 2004), aún existe la idea generalizada de que los aceites de origen marino 
perjudican  este  proceso  (Jenkins,  1993;  Fievez  et  al.,  2003).  Sin  embargo,  en  el 
presente estudio, los parámetros indicativos de la fermentación ruminal estudiados no 
se vieron alterados de forma significativa por la administración de aceite de pescado o 
de  taninos  (Tabla  7).  Así,  los  suplementos  utilizados  no  afectaron  ni  al  pH  ni  a  las 
concentraciones  medias  de  amoniaco,  ácido  láctico  o  AGV  en  el  rumen  (P>0,10). 
Tampoco  hubo  evidencia  de  que  se  produjeran  cambios  significativos  en  las 
proporciones  molares  de  AGV  y  únicamente  la  concentración  media  de  isoácidos 





Tabla 7. Producción de gas, desaparición de materia  seca  (DMS), digestibilidad verdadera  in vitro  (ivDV), pH, concentración de amoniaco y 
lactato, producción de ácidos grasos volátiles totales (AGV total), proporciones molares de acético, propiónico, butírico, valérico e isoácidos, y 
relación acético/propiónico (A/P) tras 24 h de incubación con aceite de pescado, taninos o ambos. 
  Control  Pescado  Roble  Pescado+Roble Uva  Pescado+Uva  eed1  P2 
Gas (ml/g MO)  294  299  289  289  287  278  13,4  ns 
DMS (%)  72,8  69,2  69,5  65,7  70,5  65,1  3,06  ns 
ivDV (%)  79,4a  77,4ab  77,4b  76,5b  78,1ab  76,6b  0,92  t 
pH  6,54  6,51  6,52  6,50  6,52  6,53  0,090  ns 
Amoniaco (mg/l)  518  523  484  498  484  500  34,5  ns 
Lactato (µg/l)  6,52  6,80  6,10  5,55  6,98  6,71  0,652  ns 
AGV total (mmol/l)  63,5  65,7  61,9  63,3  63,3  63,6  5,10  ns 
Proporciones molares                 
Acético  66,7  66,9  67,1  67,4  67,0  67,6  1,49  ns 
Propiónico  14,5  14,2  14,0  14,2  14,5  14,8  0,91  ns 
Butírico  13,9  14,2  14,6  14,3  14,1  13,6  0,47  ns 
Valérico  1,7  1,7  1,6  1,6  1,6  1,5  0,14  ns 
Isoácidos  3,1a  2,9ab  2,7ab  2,6b  2,7ab  2,5b  0,21  t 






En  el  vacuno,  el  uso  de  aceite  de  pescado  puede  alterar  los  parámetros 
indicativos  de  la  fermentación  ruminal  y  causa  con  frecuencia  un  aumento  de  la 
proporción molar de propionato a costa de la reducción del acetato, del butirato o de 
ambos AGV  lipogénicos  (Keady y Mayne, 1999; Shingfield et al., 2003). En  las ovejas, 
por el  contrario,  se ha visto que aunque  la  relación molar de acetato:propionato  se 
puede  reducir  en  algunos  casos  por  el  aceite  de  pescado,  en  otros  permanece 
inalterada  (Fievez et al., 2003; Toral et al., 2010c),  lo que coincide con  los resultados 
del presente estudio. Por  lo que respecta a  la proporción de ácido butírico, el efecto 






Por  su  parte,  la  baja  dosis  de  taninos  utilizada  podría  explicar  la  ausencia  de 
efectos  sobre  los  parámetros  estudiados,  ya  que  ni  siquiera  se  modificó  la 
concentración de amoniaco, que generalmente es el indicativo más evidente del efecto 
de  estos  polifenoles  sobre  la  proteolisis  en  el  rumen  (Frutos  et  al.,  2004; Mueller‐
Harvey, 2006). No obstante, sí se detectó un descenso en la concentración de isoácidos 
con ambas combinaciones de  taninos y aceite de pescado,  lo cual podría  reflejar un 
efecto negativo sobre la degradación de la proteína (Barahona et al., 2003). 
La  suplementación  con  aceite  de  pescado  o  taninos  no  afectó  (P>0,10)  a  la 
producción  de  gas  in  vitro,  con  un  valor  medio  de  289  ml/g  MO  a  las  24  h.  La 
desaparición de MS para este tiempo de incubación alcanzó 688 g/kg y tampoco varió 
con  los  tratamientos  utilizados  (P>0,10).  Por  su  parte,  los  valores  de  digestibilidad 
verdadera  in  vitro  tendieron  a  ser  significativamente  menores  en  los  tratamientos 
Roble, Pescado+Roble y Pescado+Uva que en el control, aunque las diferencias fueron 
muy pequeñas (‐3%; P<0,10). 
En conjunto, estos  resultados sugieren que  la  inclusión de aceite de pescado o 
taninos en la dieta no parece perjudicar de forma notable la fermentación ruminal, lo 


















La  suplementación  de  la  dieta  con  un  1% MS  de  aceite  de  pescado  inhibe  el 
último paso de  la biohidrogenación ruminal  in vitro, disminuyendo  la acumulación de 
18:0 e incrementando la de isómeros trans 18:1. Además, a juzgar por los aumentos de 
la concentración de trans‐11 trans‐15 18:2, también podría inhibir etapas previas. Por 




Por  lo  tanto,  aunque  la  utilización  conjunta  de  ambos  compuestos  (es  decir, 
aceite de pescado y extractos de  taninos) no perjudicaría  la  fermentación  ruminal  in 
vitro,  los resultados del perfil  lipídico no permiten aconsejar  la aplicación práctica de 
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